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Compositions et m&hodes pour le traitement ou la detection de pathologies 

neurodegeneratives 

La presente invention i concemeje domaine de labiologje^de la genetjque et de _ 
5 la medecine. Elle concemer Internment de nouvelles methodes pour la 
detection, Ja , car^rterisatiQD, et/ou je Jtraitement (ou la prise en charge) . de 
pathologies neurodegeneratives," notamment; de la sclerose -laterale 
amygtrophique, Llnvention conceme egalement des methodes pour 
ridentification ou- le~ screening de composes actifs dans ces pathologies. 
10 L'invention concerne egalement les composes, g&nes, cellules, plasmides ou 
compositions utiles pour la mise en ceuvre des methodes ci-dessus. L'invention 
decrit notamment le role de calcineurine dans ces pathologies et son utilisation 
- comme cible therapeutique^XJjagnostique ou.experimentaler - 

is De nombreuses pathologies neurodegeneratives ont 6t6 decrites c6mme~ayant 
une composante ou un stade lie aii ph6nomene d'excitotoxicite. C'est le cas de 
la maladie d'Alzheimer, de ja maladie de Parkinson, de la sclerose en plaques 
etde la choree de Huntington. r ; 

20 La sclerose amyotrophique laterale (SAL ou ALS pour Amyotrophic Lateral 
Sclerosis) est une maladie neurodegenerative, associee a differents types 
d'inclusions tels les corps de Lewis et caracterisee par une apoptose des 
motoneurones spinaux et corticaux dont Tissue fatale est parfois assoctee £ une 
d^mence frontale. Des formes sporadiques, sans aucune mutation decrite, 

25 coexistent avec des formes familiales (FALS) associees a des mutations dans le 
gene SOD1 codant pour la superoxide dismutase. La majorite des cas est 
sporadique, les formes familiales (FALS) 6tant tres rares. II est vraisemblable 
qu'une longue periode asymptomatique precede Papparition des symptomes 
cliniques qui sont varies et dont la classification est complexe. Les futurs 

30 developpements th6rapeutiques substitueront aux traitements de la 
symptomatologie des strat6gies bas6es sur les causes mol6cu!aires de la 
pathologie. Au niveau cellulaire, ces symptomes sont associ6s a une mort des 
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motoneurones corticaux et des motoneurones spinaux. Cette mort neuronale a 
et6 reliee a diff6rents ph6nom6nes qui ^constituent la base de plusieurs 
pathologies neurodegeneratives. C'est le cas de rexcitotoxicite Ii6e au 
glutamate, du stress oxydatif^d'une certaine auto immunite dirigee contre des 

V marqueurs neufonaux (les canaiix calSiques' dans le cas- de I'ALS) aihVi que 
-d'anomalies du ey£osquelette. -SiTces,-p_henpmenes : sont decrits, la ou les causes 
de ces maladies, dont rALSrsbntobsc^ les FALS sont liees a desr^ 

mutations dans le_ gene SOD1 quUcode pour la superoxide dismutase, les 

" Hinecanism#s au moins" 

10 une composante est Tapoptose sont inconnus. 

Identifier les evenements moleculaires impliqu6s dans les differents 
phenomenes impliques dans la mo'rt^Gellulaire permettra de mettre en place de 
nouveljes strategies thei^peutiqu L'etude de " ces ^evenements est 
is difficilement realisable^ 

evidemment d'echantillons post-mortem "clont la qualite est difficilement 
controlable et ne representent que d^ representatifs des 

phases tardives de la maladies ?~ _ 

20 Les modeles animaux donnent accds a r des 6chantillons biologiques qui 
. permettent d'analyser differentes 6tapes du^Jeveloppement d'une pathologie et 
de comparer ces 6tapes & des t6moins? sains. A cet egard, des souris 
transgeniques qui expriment le gene humain SOD1 portant Tune des mutations 
qui pr6vaut dans les FALS (mutation G93A) r sont disponibles auprds de Jackson 

25 Laboratory, sous condition de prise d'un^ licence d'utilisation aupres de la 
Northwestern University. Ce modele reprodtiit en 120 jours Tissue fatale de la 
maladie avec des symptomes comparables a ceux de la maladie humaine. 
L'apparition des symptomes d'ALS li§s & la mutation G93A dans SOD1 n'est 
pas la consequence d'une r6duction de I'activite superoxyde dismutase mais 

30 d'un gain de fonction qui augmente la capacit6 de I'enzyme & gen6rer des 
radicaux libres. Malgr6 ces informations, les 6v6nements mol6culaires qui 
president aux differentes 6tapes de I'ALS sont mal connus. La complexity de 
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ces evenernents moleculaires reflete revolution de la pathologie : Dans le 
modele transgenique 6tudie, aucune deregulation neuronale ou manifestation 
clinique n'a ete rapportde a 30 jours. 60 jours correspondent a un stade qui 
precede de peu les premiers symptomes,. rnais qui est deja^ caracterise. au 
^ niveau cerebral par des changemerits'dans la^physiote'gie celfulaire tels qu'une 
alteration du metabolismCjnftochondrial^ neuronale 
associes a un phenomene d'excitotoxicite^A go^fours, 50% des motoneurones- 
corticaux et spinaux sont morts et un processus actif d'apoptose neuronale est 
engage ^parall§lement '""a "une — activation^astroc^ 
10 d'excitotoxicite n'est plus observe a ce stade. La mort neuronale y est associee 
a I'activation de caspases qui ne semblent pas impliquees dans les phases 
- precoces de la pathologie. 

Identifier lesrdilSrents~eve^ specifiques- des differentes 

Ts ~pfiases de"" la pathologie "^o^ 

therapeutiques aussi bien que de nouveaux marqueurs diagnostiques. L'une 
des approches les plus efficaces pour r6Mi^ 

identifier les g^nes et les proteines dont Texpression caracterise un etat 
physiopathologique. 

20 

La pr6sente invention d§crit & present Identification eT6v6nements g6n6tiques 
impliquSs dans les ph§nom£ne d'excitotoxicite etede mort neuronale. La 
pr6sente invention fournit ainsi de nouvelles approches therapeutiques et 
diagnostiques des pathologies associ6es & ces pR6nomdnes, ainsi que de 
25 nouvelles cibles pour ['identification de composes actifs. 

0 

Plus particulierement, une analyse qualitative differentielle a et6 effectuee a 
partir d'ARN extraits d'echantillons de cerveau et de moelle epinfere sans 
isolement pr6alable des neurones afin de prendre en compte un maximum 
30 d'6venements d'epissages altematifs lies au developpement de la pathologie. 
Cette analyse a ete effectuee par criblage differentiel qualitatif selon la 
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technique DATAS (decrite dans la demande n° WO99/46403), qui pr§sente des 
avantages inegales. 

La presente demande de brevet d6coule notamment-de la- constructionist la 
s demanderessed'un repertoire des alterations i d'epissage^dkns^B ceiveau des 
animaux medeles de IT^LS ages de:6&^ 

200 sequences^ distinctes, implique des acteurs- clefs _ du ~~ph6nom§ne 
d'excitotoxicite tels que les canaux ^pptassiques et le r6cepteur NMDA. Des 
~' sequences derivees d'ARNs cbdaftt pour des^pfot§iffes* impllqu§©srdans lia* 

10- reponse au stress, dont des proteines de choc thermique, font egalement partie 
de ce repertoire, soulignant Implication de cette reponse dans les phases 
precoces de PALS. Une alteration du metabolisme energ6tique apparaTt 
clairement affecter les motoneurones corticaux des-animaux qui d6veloppent la 

5 . pathol&gie."Par-ex^ 

is " kinase estrisole sp6cifiquemenraT paTtir cles ARN messagefs* :^xpnfheS^en 
conditions pathologiques chez les animaux ages de 60 jours. Cette interruption 

: de-la sequenceicpdante par cette retention d-intron abo 

qui code pour une forme inactive de I'enzy me. Cette observation est en accords 
avec les observations biochimiques qui ont montre une diminution de I'activite 

20 creatine kinase mitochondriale correlee avec une diminution de-la quantite de 
cette enzyme dans les neurones des animaux du meme modelerfransgenique. 
La specificity des sequences qui constituent ce repertoire est attest6e par le fait 
que la meme analyse differentiate qualitative de Texpression g6netique realisee 
sur des animaux ages de 90 jours aboutit a un repertoire different dont sont 

25 absents notamment les differents marqueurs de I'excitotoxiciteiiL'analyse des 
modifications d'epissage confirme que les evenements mblfeculaires sont 
differents selon le stade de la pathologie. t 

La realisation de DATAS sur des ARN d'animaux centrales et transgeniques 
30 ages de 60 jours a permis d'isoler un fragment d'ADNc derive de I'ARNm de la 
sous-unit6 catalytique de la calcineurine. Ce fragment correspond £ un fragment 
d'exon specifiquement present dans les animaux controles et done 
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sp6cifiquement delete dans les animaux transgeniques pour SOD1G93A au 
stade 60 jours. Ce fragment recouvre les nucleotides 1 348 a 1 579 reference^ & 
partir de I'ATG. Cette region est essentiellement codante et contient un domaine 
. .auto-inhibiteur de I'enzyme situe d I'extremite (>temriina!e_d^rei\zyme. Par des 
experiences de RT PGR, urie nouvelle isbforme d£ la sous-unite catalytique^e 
la calcineurine a ete mise en evidence. Cette J^^ 

forfne longue par une deletion des nucleotides -^134.1 a lZ4ite(inclus) etjpar^ 
consequent des acides amines 447 & 524, le codon stop de la calcineurine 
corresporidant au nucleotides 641 (la s6que^ et " 

son ADN; d'origine murine ou humaine, est disponible^sur banque de donnees, 
notamment GeneBank). La sequence d'ADNc codant la calcineurine humaine (2 
119 pb) est representee sur la sequence SEQ ID n° 1. La sequence proteique 

- est representee sur la sequenceSED \Bm° 2. Les residus 348.a 368 de.SEQJD . 

- n~° 2 c^rrespo 

391 £ 414 au domairieide liaison r 2f la calmoduline'et les residUs 467-sr490 au" 
domaine auto-inhibiteur. Les sequences SEQ ID n° 3 et 4 represented, 
^ respectivement, la se^ 

--variant d'epissage de la calcineurine, selon -l f invention-. La deletion des residus 
nucieiques 1341 a 1741 inclus entraTne une deletion des acides amines^ C- 
terminaux a compter du residu 447, et la creation d'une extr6mite C-terminale 
de sequence KLYFGEGGD (residus 448 £ 456 de SEQ ID n° 4).. . „ :l£ 

Des experiences de mutagenese et de deletions ont montr6 que le domaipe 
auto-inhibiteur de la calcineurine correspond aux acides amines 467 a 49© et 
que I'absence de ce domaine aboutit a une activation constitutive d%la 
calcineurine. La calcineurine est impliquee dans le relais des voies^de 
signalisation qui dependent du calcium et de la calmoduline. L'interaction die la 
calmoduline avec la calcineurine stimule i'activite de cette demiere. La deletion 
du domaine auto-inhibiteur de la calcineurine augmente le niveau basal 
d'activite de cette enzyme mais la maintient susceptible a I'activation par la 
calmoduline. 
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La presente invention decrit done un 6v§nement moieculaire original et nouveau 
- (un 6pissage), qui aboutit & une activation constitutive de la calcineurine et qui 
est corr^le au ph6nom§ne d'excitotoxicite et/ou de mort neuronale. Uinvention 
montre.Sgalement.-pourJa.premldre fois, qu'une activation constitutive de la. 
xalcineurine est associ6e~aux stades pr6coces de I'AUS. La calcineurine 

: - constitue -done une cible therapeutique .nouvelle;--.et = ^riportante— dans^te i 
~ - developpement de therapeutiques: de ces pathologies,-utilisables notammerit:aS 
des phases pr6cqces de. leur developpement, et s'adressant aux veritables 
bases moi6culaires de la pathol6gie~§tTYon aux sympt6mes-ou composantes 

10 immunitaires associ6es. 

Un premier objet de Hnvention reside plus particulierement dans I'utilisation d'un 
- — acide nucleique comprenant tout ou partie d'une- sequence derivee,de rARN= 

messager de JaJsous=amtel5atalytique-d^^^^ 
1 5 r: d'uhe methode de cliagnostic pu.de detectibh^d'une sifuationrJe sfressTieurdnal ' 
et plus particulierement la situation d'excitotoxicite. 

L'invention reside, generalemenV dans ^utilisation d'un acide - nueleique 
complementaire de tout ou partie du gene ou du messager de la calcineurine, 
20 ^ pour la detection d'evenements pathologiques de type excitotoxicite, stress ou 
&• mort neuronale, etc. L'invention est particulierement destin6e £ la detection, au 
^ depistage, au diagnostic ou & la caracterisation d'une excitotoxicite associee 
%aux formes precoces de maladies neurodegeneratives, notamment de I'ALS, de 
,v la maladie de Parkinson ou de la maladie d'Alzheimer. 

£ II s'agit plus particulierement d'acides nucleiques capables de mettre en 
5? evidence une forme deietee de I'ARNm de la calcineurine, notamment un 
variant d'epissage, en particulier, dans lequel un domaine auto-inhibiteur est 
delete, en particuler les bases 1341 & 1741 (ou la region correspondante du 
30 gene ou ADN humain). 
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L'invention montre en effet I'existence d'6v6nements d'6pissage affectant le 
g§ne ^de la calcineurine, associ6s au d6veloppement de I'excitotoxicite 
neuronale, et propose des m§thodes de detection ou d§pistage de 
dysfonctionnements-bas6s swUa mise en Evidence de. la presence de ces 
5 foitnes^pissees dans des §charitillons biologiques. " r* 

— -^Avantageljsement, raeide nucleique comprend tout ou partie de ia sequence 
-codant le domaine auto-inhibiteur de la calcineurine (comprise entre les 
^ "^nucleotides 1401 ef ''1503*3 partir de I'ATG /pour la forme rnurinerou desrr6sidus' 
10 homologues dans la sequence humaine, par exemple les acides amines 467- 
490 de la s6quence SEQ:ID NO :2), ou de la sequence r6sultant de la jonction 
entre les regions non d§l6t§es, ou une sSquence comptementaire de celles-ci. 

'~r — Seloh" deB~mode^^ 

is ^ hud§ique cbmplementaire d'une regidrrcolripnse dans une seqWnce^suivante T 
- rSsidus 1341 a 1741 de SEQ ID n° 1 

: r > ^6sidus1J^ - r ~ ^ 

La complementarity est, de preference parfaite, pour assurer une meilleure 
20 sp6crficite d'hybridation. Toutefois, il est entendu que certains mesappariements 
peuvemt §tre toler6s. L'acide nucteique utilise pour la mise en oeuvre des 
methodes cl-dessus peut etre un ADN ou un ARN, de preference un ADN 
d'origine synthetique. II comporte de preference de 10 a 500 bases, typiquement 
de 10^a 100 bases. II est entendu qu'un acide nucleique plus long peut etre 
25 utilise si desire, bien que cela ne soit pas pr6fere. L'acide nucleique est 
avantageusement un ADN simple brin t de 10 3 500 bases, complementaire 
d'une .region au moins de la sequence codant le domaine auto-inhibiteur de la 
calineurine ou de la sequence resultant d'un epissage affectant au moins une 
partie de ce domaine. L'acide nucleique peut etre marqu6, par exemple par voie 
30 radioactive, enzymatique, luminescente, fluorescente, chimique, etc. 
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Pour la mise en oeuvre des m6thodes selon I'invention, on met en contact in 
vitro un echantillon-biologique d'un sujet, contenant un acide nucleique, avec un 
acide nucleique tel que defini ci-dessus, et on detecte la formation d'un hybride. 
X'echantillon-biologique peut etre.un echantillon de sang, de fluide, de cellule, 
5 de tissu, etc. L'actdV nucleique peut §tre immobilise stir un support," de type^ 
- verre, sllice^nylon, etc. . r - - — - _ . —j — . ---7^L> 



invention concerne egalement des methodes.de detection, dosage, depistagep 
diaghtisticretc: in vitro, Utilisant un anticorps specifique d'une forme episs6e"de r 
10 la calcineurine, par exemple un anticojps specifique de la region polypeptidique 
KLYFGEGGD. Comme indiqu6 ci-avant, ce domaine est specifique d'une forme 
nouvelle de calcineurine et n'existe pas dans la calcineurine de type sauvage. 
- Des anticorps dirig6s contre ce- domaine permettent done de^mettre en 
^6\4dence; par des m6thod^ 
15 variant d^pissage et^donc- d'une predisposition Vou de Tinltiatiori " d'uri 
ph6nom§ne d'excitbtoxicite neuronale. 

Les anticorps peuvent §tre pr6pari§s par tout technique connue de I'homme du 
m6tier. ^ 

20 ^ 

Un objet de I'invention reside 6galement dansain anticorps liarit un polypeptide 
de sequence SEQ ID NO :4. La liaison est preferentiellement une liaison 
selective, Tanticorps ne reconnaissant pas de maniere specifique la calcineurine 
de sequence SEQ ID NO :2. Un autre objet de I'invention reside dans un 
25 anticorps capable^de Her la sequence KLYFGEGGD. Un autre objet de 
Pinvention est unranticorps produit par immunisation avec un polypeptide 
comprenant la sequence KLYFGEGGD ou un fragment immunogene de celle-ci. 

Les anticorps peuvent etre polyclonaux ou monoclonaux. II peut £galement 
30 s'agir de fragments ou derives de tels anticorps, en particulier de fragments ou 
d§riv§s de tels anticorps ayant la meme sp6cificite antigenique, comme par 
exemple des fragments Fab, Fab'2, CDR, des anticorps humanises, des 
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anticorps simple-chaTne (ScFv), etc. Les anticorps peuvent etre produits de 
maniere conventionnelle, par immunisation avec un polypeptide tel que defini ci- 
avant, et recuperation du serum (polyclonal) ou des cellules de la rate (pour 
fabriquer des,hybridomes party sion avej^ una lignee appropriee). -.— --. 

5 r " - ' *mr ' " " ------ 

DesJmethodes de production d-anticorps polyclonaux chez differentes especes 
ont ete decrites par- exemple dans Vaitukaitis et al., (1971) J Clih-Endocrinol 
Metaib.33(6): 988-9 1. -En bref, Tantigene est combine avec un adjuvant (e.g. 
Freund's) et injec^^ a "un afnTmalV Dei 

10 echantillons de sang sont collectes et les anticorps-sont s6pares. 

Pour la production d'anticorps monoclonaux, on peut se referer par exemple a 
Harlow et al (Antibodies: A laboratory Manual, CSH Press, 1988), a Kohler et al 
(Nature 256 (1975) 495); Ward et al (Nature 341 (1989) 544)r incorpores a— - 
ppggQptgrp^rf^f^-ffi Fabn^F(ab r )2 pelfv^ 

is par exemple selon RiechmSnn-et al~ 1988 v Nature 332, 323-327^- 

Les anticorps selon invention peuvent etre couples a differents groupes 
hSteroIogues, tels que des marqueurs, des tdxines des ; agents th^rapeutiqaesy 
etc. Des exemples de toxine sont la-toxine^diphterique ou botulique, des 
exemples d'agents th§rapeutiques sont des cytokines, facteurs de croissance, 

20 facteurs trophiques, etc. Les anticorps de I'invention peuvent etre utilises en 
diagnostic ou en thdrapeutiquef ainsi que pour la purification de Tantigene. lis 
peuvent 6galement servir pour*le screening de composes actifs. 

L'invention est applicable ati diagnostic ou la detection de differentes 
25 pathologies telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la 
sclerose en plaques, la chor6e*de Huntington ou TischSmie c6r§brale. Elle peut 
§tre utilis6e pour la detection pr6coce, la mise en evidence d'une predisposition, 
le choix et ('adaptation d'un trattement, le suivi de Involution de la pathologie, 
etc. Elle est particulidrement adaptee k la detection £ un stade pr6coce de la 
30 sclerose en plaques. 
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Un autre objet de r invention reside dans J'utilisation d'un compos§ capable 
d'inhiber ou de r6duire I'expression ou I'activite de la calcineurine, pour la 
preparation d'une composition destinee au traitement des maladies 
- neurodegeneratives, notamment en phase pr£coce, plus pr§ferentiellement,pour 
5 reduire I'excitotoxicite neuronade prfeoce "associee aux maladies 
neurodegeneratives nelles l'ALSr Alzheimer ou Parkinson: - - 

Dans le contexte^de 1'invention, lerterme << traitement » designe le traitement 
pr§vehtif, curatif, palliaftif, ainsi que la prise en charge des patients (reduction de 
10 la souffrance, amelioration de la dur6e de vie, ralentissement ds la progression 
de la maladie), etc. Le traitement peut en outre §tre realise en cx>mbinaison avec 
d'autres agents ou traitements, notamment adressant les 6v6nements tardifs de 
la pattTologie, tels que des inhibiteursde caspases ou-autres-composes actifs^ - 

is Un autre objet de I'invention reside dans rutiiisation d'un compose capable 
d'inhiber (de preference de maniere selective) I'expression ou I'activite de la 
calcineurine de s6quenee_ SEQ JD ni 4 pour- la preparation^d'une composition- 
destin6e & reduire I'excitotoxicite neuronale: — --^-v ^ 

20 Dans un mode de realisation particulier, le compose est un acide nucl6ique anti- 
— sens, capable d'inhiber la transcription dti gene de la calcineurine ou la 
traduction du messager correspondent. ^L'acide* nucleique anti-sens peut 
comprendre tout ou partie de la sequence^du gene de la calcineurine, d'un 
fragment de celle-ci, du messager de IC calcineurine, ou d'une sequence 
25 complementaire a celles-ci. L'antisens peutfnotamment comprendre une region 
complementaire de la forme d'epissage identifiee, et inhiber (ou reduire) sa 
traduction en proteine. Cet antisens comprend ainsi, a titre d'exemple, une 
sequence complementaire aux nucleotides 1333 a 1347 de SEQ ID n° 3. 

30 Selon un autre mode de realisation, le compose est un peptide ou un anticorps 
specifique d'une forme 6piss6e de la calcineurine. II peut s'agir notamment d'un 
peptide comprenant la sequence KLYFGEGGD ou d'un anticorps specifique de 
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la proline de sequence SEQ ID n° 4, et ne reconnaissant pas la proteine SEQ 
IDn°2. 

----- Selon -un autre.. mode . de . realisation, Je compose, jest un compost chimique, 
~~ 5 d'origine naturelle ou syathetique, notamment une molecule organique ou 
-inorganique, d'origine . ^y^getalev—bactenenM^-vjrale,- animale, eucaryote, 
synthetique ou semi-synthetique, capable. de moduler Pexpression ou I'activite 
de la calcineurine. . _ — . 

io A titre d'exemple prefere, le compose est choisi parmi le FK506 et la 
^ cyclosporine A. -*fS* 

Un travail anterieurr6alise in vitro etJn vitro 
ir — — " — ^qae'la superoxydedismutase (SOD^protegela calcineurine de' son-iriaetivation - 
" is^mais n'a pas du tout 6tendu ces observations: a des modeles__neuronaux. Au 
contraire, une etude plus recente menee sur des modeles de neurones a montre 
----- . . qu'une forme mutee de SODtqui rarresppnd^ 

formes familiales deTALS n'a pas un tel impact sur la calcineurine. De plus, 
cette etude documente le fait que dans ce systeme, les inhibiteurs de 
20 calcineurine comme le FK506 augmentent la mortalite cellulaire. Un lien direct 
- entre ALS et augmentation de I'activite de la calcineurine, de meme que toute „ 
possibility d'intervention therapeutique dans cette pathologie avec le FK506 ou 
tout autre inhibiteur de calcineurine sont done exclus par ces enseignements. 

25 Plusieurs inhibiteurs de la calcineurine ont ete droits dans I'art anterieur. 
Certains de ceux-ci sont des medicaments disponibjes commercialement. C'est 
le cas du tacrolimus (ou FK506) et de la cyclospogne A. Ces deux composes 
sont des immuno-suppresseurs qui se Kent £ des immunophilines, 
respectivement la proteine FKBP12 (FK506 binding protein 12) et la cyclophiline 
30 A. Uinhibition de la calcineurine, lors de Tadministration de ces composes, se 
fait par formation d'un complexe entre le compost, I'immunophiline qu'il cible et 
la sous-unite catalytique de la calcineurine. Ces immunophilines sont des 
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peptidyl-prolyl-cis/trans-rotamases dont I'activite est inhibee egalement par leurs 
ligands chimiques. ^ 

- Certains rapports sont disponibles sur - I'action^neuroprotectrice. de certains 
immunosuppresseurs in vitro. Les rapports les plus recents decumentent que 
ces effets^neuroprotecteurs; de^merije-que les-effetssneurotrqphiques- de-ces. 
composes sont obtenus avee des immunophillines non immunosuppressives qui 
ont perdu la capacite d'inhiber la caleineurine. De meme, les resultats obtenus 
chez I'animal en ischemie confirment les resultats in Vitro. Ainsi, aucun effet 
significatif des composes cyclosporine A ou FK506 n'a ete decrit en modele 
animal de I'ALS ou chez des patients atteints de cette maladie. A notre 
connaissance aucun essai n'a ete mene sur le modele murin. Chez I'homme, 
aucun essai n'a ete rapporte avec le FK506 et I'absence^de resultats probants 
"avec la cyclosporine est parfalteTnentTcompatiSlerav 
frarichit mal la barriere hematoenc6phalique (contrairemeht au FK506)V-.-._- 

Aujourd'hui, il n'existevdonc . pas i#6videocerselQ.n -Jaguelte ^nhibitl©Q;:dec,|ai- 
caleineurine par le FK506 ou la cyclosporine A pourrait -ralentir la -progression* 
de I'ALS. D'autre part, il est a souligner qu'aucune §tude n'a ete entreprise en 
pathologie humaine ou a I'aide d'un modele animal pour tirer partie de la 
capacite du FK506 et de la cyclosporine A a inhiber- I'activite de la caleineurine. 
Les differents essais, y compris ceux entrepris pour traite^les syndromes 
neurpdeg6neratifs , tendaient a inhiber la composante immunitaire associee a 
ces pathologies. i" 

La presente invention propose done, pour la premiere foisr la caleineurine 
comme cible therapeutique pour le traitement des evenements moleculaires 
associes a I'excitotoxicite. Selon des modes de mise en oeuvre particuliers, 
I'invention peut etre utilisee pour inhiber ou reduire I'excitotoxicite neuronale en 
phase precoce des maladies neurodegeneratives. Elle est applicable 
notamment au traitement de la maladie d'Alzheimer, de la maladie de 
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Parkinson, de la sclerose en plaques, de la choree de Huntington ou de 
I'ischemie cerebrale. ^ 

- - ^invention conceme -des methodes de-traitement _de~ PALS^comprenant _ 
5 Tadministratibn a un sujet d'un compose inhibiteur tel que decrit ci-avanfe*- 

L'invention conceme egalement des _m§th4des^ pour reduire^l'excitotoxicite r? 
neuronale comprenant 1'administration a un sujet d'un compos§~inhibiteur tel 
que d§fini ci-avant. - - 

L'inventioh conceme egalement des methodes de traitemeht de I'ALS 6u de 
o rexcitotoxicite neuronale comprenant Padministration d'un compose inhibant 
sfelectivement I'expression ou I'activite de la calcineurine de sequence SEQ ID 
n° 4. 

De pref6rence, les methodes de f invention sont utilisees-pour le4raitement en~* 
^ phase precode des ma - ' 

15 " ' ^17. - ' ' ' " - ~- - -'~ .- 

L'administration peut etre realisee par toute methode connue de I'homme du 
metier," de preference par injection, typiquement par^ 

cerebrate, intra-veineuse ou intra-arterielle. Ces doses injectees peuvent-etre r 
adaptees par I'homme de Tart. Typlquement, de 0,01 mg a 100 mg / kg^environ 
20 sont injectes, pour des composes inhibiteurs de nature chimique, tels le=FK506. 
Pour des composes tels des anticorps, des doses de 1 mg & 100~mg:f>euvent 
etre utilisees. Pour des composes nucleiques, les doses peuvent varier par 
exemple entre 0,01 mg et 100 mg par dose. II est entendu que des injections 
r6petees peuvent etre r6alis6es, eventuellement en combinaison avecyd'autres 
25 agents actifs ou tout vehicule acceptable sur le plan pharmaceutique (e.g., 
tampons, solutions saline, isotonique, en presence d'agents stabilisantsretc.) 

D'autres objets de I'invention resident dans : 

. I'utilisation des composes ci-dessus pour le traitement de l'ALS, 
30 notamment pour r6duire Texcitotoxicite neuronale en phase precoce de I'ALS, 

. I'utilisation de la cyclosporine A pour la preparation d'une composition 
destinee a ihhiber I'activite de la calcineurine chez les patients atteints d'ALS, ou 
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. ['utilisation de FK506 pour la preparation d'une composition destinee a 
inhiber I'activite de la calcineurine chez les patients atteints d'ALS. 

D'autres objets de ^'invention ^concernent -des methodes - de ^selection, - 
5^* identification, ou caracterisation de composes actifs sur les pathologies^ 
associees a J-excitotoxicite^ou-jau .stress neuronal^.conSprenant-la- m 
- contact de composes tests avec une cellule exprimant un variant d'epissage-de- 
la calcineurine depourvu de domaine auto-inhibiteur, et la mise en evidence des 
composes inHibant I'expression ou Tactivife de cette proteirie. t 



Les methodes -peuvent etre mises en oeuvre avec differentes populations 
cellulaires, telles que des cellules primaires ou des lignees de cellules d'origine 
- mammifere (humaine, murine, etc^ On utilise avantageusement des cellules qui- 

n'exprimeht pas haturellement" la calcineurm 
is nucleique codant le variant souhaite. De cette maniere, la selectivity de \a 
methode est augmentee. On peut egalement utiliser des cellules encaryotes 
. Vinferieures (levure, etc.) pu^des cellules procaryotes. ~ :: 

Les methodes de screening peuvent egalement etre realisees en systeme 
*f acellulaire, par mesure de la capacity de composes tests a Her le variant de 
20^ calcineurine souhaite. 



^ Un autre objet de invention conceme un polypeptide derive de la calcineurine, 
depourvu du domaine auto-inhibiteur, en particulier des acides amines 467-490, 
* de preference 467-521. Ce polypeptide peut etre d'origine variee, notamment 
25'^ murine, humaine, synthetique ou semi-synthetique, etc. Un exemple specifique 
^ de tel polypeptide comprend la sequence SEQ ID n° 4 ou une region de ce 
£ polypeptide comportant au moins les residus 441 a 456. 



10 



30 



Un autre objet de I'invention est un polypeptide comprenant la sequence 
KLYFGEGGD (residus 448-456 de SEQ ID NO : 4) ou un fragment immunogene 
ce celui-ci, de preference comportant au moins 5 acides amines contigus. 
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Un autre objet de Tinvention conceme tout acide nucleique codant un 
polypeptide tel que defini ci-dessus, les vecteurs le contenant, cellules 
recombinantes, et utilisations. Le vecteur peut-etre un plasmide ou un vecteur 
viral, comme par exemple un_vecteur derive d'un adenovirus, d'un retrovifljs (y 

5 cbmpris un" Tentivirus), d'un AAV, d'un herpes-virus, etc. Le ^vecteur peut 
comprendre un prornpteur assurant une-expression constitutimoujegulee-Ce.gr, - 

Inductible), ubiquitaire ou specifique de tissus, forte ou faible. II peut s'agir-d'un 

- promoteur d'un gene domestique (PGK, albumine, apolipoproteine), d'un 
promoteur assurant une expression specifique dans les cellules nerveuses 

10 (GFAP, etc.) ou d'un promoteur viral (CMV-IE, LTR-RSV, etc.). 

D'autres aspects et avantages de la-presente invention apparaTtront a la lecture 
-des exemples^qui suivent, qui doivent etre consideres-comme iilustratifs et.non 
limitatifs. " *V. " "~ : ---- - ----- ~~ ■ -~:ri— — 

15 " • ~" " - ... - ' .L" '- ' " ' - 

LEGENDE PES FIGURES 

Figure 1: ^ - _ . 

Le compose FK506, mais pas le Riluzole protege les neurones primaires de 
20 granules cerebelleux contre l'excitotoxicit§ induite par NMDA/Serine. 

±i ■ . _. . 

EXEMPLES 

1. Identification d'un variant de la calcineurine 

25 ^ 

L'analyse qualitative differentielle a ete effectuee a partir d'ARN poly adenyles 
(poly- A+) extraits d'echantillons de cerveaux d'animaux correspondant aux 
difterents stades, sans isolement prealable des neurones afm de prendre en 
compte un maximum d'evenements d'epissages altematifs lies au 
30 developpement de la pathologie. 

Les ARN poly A+ sont prepares selon des techniques connues de Thomme de 
m6tier. II peut s'agir en particulier d'un traitement au moyen d'agents 
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chaotropiques tels que le thiocyanate de guanidium suivi d'une extraction des 
ARN totaux au moyen de solvants (phenol, chloroforme par exemple). De telles 
m6thodes sont bien connues de rhomme du metier (voir Maniatis et al. a 
Chomczynsli et al., Anal.-Bioehem. 162 (1987) .156), et peuvent §tre aisement 

5 pratiquees en utiHsant des kits disporiibles dans le commerce. A partir de ce§ 
-ARN -totaux,.- JesL ARN poly "A+l spot pr6pares^ selonjJes methodes classiques r - 
connues de rhomme de metier et propos6espar des kits commerciaux. - 
Ces ARN poly A+ servent de matrice a des reactions de transcription inverse ^ 

t Taide de reverse transcriptase; Avantageusement sonf utilisees des reverse 

io transcriptases depourvues d'activite* RNase H qui permettent d'obtenir des 
premiers brins d'ADN compl6mentaire de tailles superieures a ceux obtenus 
avec des reverse transcriptases classiques. De telles preparations de reverse 
transcriptasessans activite RNase H sont disponibles commercialement: - 
" Pour chaque point de la cinMique de developpementde la patholpgie (3CTjoursi 

is 60 jours et 90 jours)-les.ARN poly A+ ainsi queries ADNc simple brins sont 
prepares a partir des animaux transgeniques (T) et des animaux centrales 
syngeniques (C).% r ^ ~ ~ 

Conformement a la technique DATAS, pour chaque point de la cinetique sont 
r6alisees des hybridations d'ARNm (C) avec des ADNc (T) et des hybridations 
20 reciproques d'ARNm (T) avec des ADNc (C). 

Ces heteroduplex ARNm/ADNc sont ensuite. purifies selon les protocoles de la 
technique DATASi 

Les sequences d'ARN non appariees avec un ADN complementaire sont 
liberies de ces^:het6roduplex sous Taction de la RNase H, cette enzyme 

25 degradant les sequences d'ARN appariees. Ces sequences non appariees 
represented les^differences qualitatives qui existent entre des ARN par ailleurs 
homologues entre eux. Ces differences qualitatives peuvent etre localisees 
n'importe ou sur la sequence des ARN, aussi bien en 5\ 3* ou a I'interieur de la 
sequence et notamment dans la sequence codante. Selon leur localisation, ces 

30 sequences peuvent etre non seulement des modifications d'epissage mais 
6galement des consequences de translocations ou de deletions. 
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Les sequences d'ARN representant les differences qualitatives sont ensuite 
donees selon les technique§ connues de I'homme de metier et notamment 
celles decrites dans le brevet de la technique DATAS. 

Ces sequences sont regrqupees au sein .de_ banques de cDNA qui constituent 
5 des^banques qualitatives diff#entielles. Une de ces banques contient les exons 
^etrlgs-introns speeifigues de ia;-j^ation : saine=; les.autres ^ banques. contiennent 
les evenements.d'epissage caracteristiques des conditions pathologiques. 
L'expression differentielle des clones a ete verifiee par hybridation avec des 
sondes f obteriues par reverse-transcription a partir d'ARN rnessagers~extraits 
10 des differentes situations etudiees. Les clones hybridant de fa?on differentielle 
ont ete retenus pour analyse ulterieure. Les sequences identifies par DATAS 
correspondent a des introns et/ou a des exons exprimees de fagon differentielle 
par epissage entre les^ situations .pathologiques et la situation saine. Ces ;V i 
— evenements ^d'epissage peuvent etre' speciflques d'une -6tape-donnee^4.fc 
15 developpement de la pathologie ou caracteristiques de I'etat sain. 

La comparaison de ces sequences ay ec les banques de donriees permet de 
classifier les informations obtenues et.de proposer une selection raisonnee des 
sequences selon leur ipteret ^jagnostique ou therapeutique. 

20 

Cette etude a permis de mettre en evidence une nouvelle isoforme de la sous- 
unite catalytique de la calcjneurine, specifique des cellules (ou echantillons 
biologiques) pathologiques (SEQ ID NO : 3 et 4). Cette isoforme courte se 
distingue de la forme longue par une deletion des nucleotides 1341 a 1741 
25 inclus et par consequent des acides amines 447 a 524, le codon stop de la 
calcineurine correspondant ay nucleotide 1641. 

ft 

2. L'administration de FK506 a des souris transgeniques modeles de PALS 
ralentit la progression de la pathologie. 

30 

Le compose est administre par voie intraperinon6ale, a differentes doses, selon 
des protocoles connus de Thomme de metier et derives des protocoles utilises 
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pour mettre a profit leurs propriety immuno-suppressives, des les animaux 
ages de 45 jours. ^ 

Les resultats indiquent dairement que le resultat optimal est obtenu avec une 
dose de 1mg/kg injectee de fa^on quotidtenne. Ce traitement permet d^qbtenir 
5 une prolongation de la survie dg ces animaux de 20 jours, ce me me d6calage 
dtanfjgbtenu-^ _ - - 

3. Le FK506 protege des cultures primaires de neurones contre 
Pexcitotoxicitev- -* s -~ - - ^ r^-. .-. = 

io 

Des r§sultats obtenus in vitro sur cultures primairesbde neurones montrent que 
le FK506 protege de I'excitotoxicite. _ . . w 

Le FK506 exerce ses actions ease Hanta.une immunophiline : la FKBP12. 
3 Cette-proteine^sM 

15 D'autre part, la proteine FKBP12, Jorsqufelle est liee au FK506 acquiert la 
proprtete d'inhiber I'activite de la calcineurine. L'implication de I'inhibition de la 
_ calcineurine dans la sp6cifi@it^dj9±oet^(Bffiet. est squljgnee par le fait qu!un 
immuno-suppresseur qui agit sur les actiyites.rqt^mases desimmunophilines, la . 
rapamycine, n'a aucun effet sucje modele etudie. 

20 Realisation experimentale : ^ 

Les cultures primaires de cellules granulaires de cervelet sont realisees a partir 
de rats ages de 6 a 8 joura? Apres 9 jours de differenciation selon des 
procedures connues de I'homme.de metier, ces cellules deviennent vulnerables 
aux acides amines excitateurs.^ 

25 A ce stade, I'excitotoxicite est-#alisee en presence de 100pM de N-methyl-D- 
aspartate (NMDA) et de lOp^l de D-serine. Le pourcentage de toxicite est 
mesure par test MTT selon le^techniques bien connues et largement utilisees 
par Thomme de metier. 
Les resultats sont presentes sur la figure 1 . 

30 Selon les conditions exp6rirnentales retenues, 30 a 35% des neurones sont 
toxifiees. En presence de 0,1 pM de FK506, les memes conditions n'induisent 
que 18% de toxicite. En d'autres termes, 0,1pM de FK506 protege de 50% 
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contre la toxicity induite par le traitement NMDA/Ser. A 1pM, le FK506 confere 
une protection de pres de 80%. A des concentrations sup6rieures, comme a 
10pM par exemple, la protection n'est pas plus importante, une toxicite propre 
aux fortes doses du FK50JB se manifestant, — - 

5 En comparison, le riluzole qui ^est -Ie^eul -compose enregistr6 dans le 
traitement de I'ALS-n 'est pas capable, de pro|iBg^r-les-neurpnes excitotoxifieies 
par traitement au NMDA/Ser. :. - ~ ' — ^ 

- -> D'autres aspects et applieations-de ^invention resident dans : 
io - 

- ('utilisation de tout ou partie d'une s6quence derivee de I'ARN'messager de la 
sous-unite catalytique de la calcineurine a des fins de diagnostic ou jde 
depistege ou de caracterisation.de pathologies neurodegeneratives ayant une 

~ eompi^ante ou un stade ^ 
is d'Alzheimerr la maladie de Parkinsony~la; sclerose en plaques; la ~chor6§^de 

Huntington ou I'ischemie cerebrate, 

I'utilisation de tout fragment d'acide hudeiquje y pompris des ARN anti-sens 

dans le but d'inhiber fexpression de la calcineurine^efiez le§? patients atteints de 

telles pathologies, g 
20 - ('utilisation de tout compost chimique, notamment de la cyclosporine A ou du 

compose FK506, ou de toute composition 'pharmaceutique les contenapt, dans 

le but d'inhiber Tactivite de la calcineurinegchez les patients atteints de telles 

pathologies, 

- Tutilisation de tout ou partie d'une sequence derivee de TARN messager de la 
25 sous-unit6 catalytique de la calcineurine a des fins de caracterisation du tissu et 

de la situation ischemique 
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Revendications 

1. Utilisation cTun acide nucteique cpmprenant tout ou partie d'une sequence 
- d6riv6e de I'ARN messager de la sous-unite catalytique de la calcineurine pour 

5 la mise en oeuvre d'une m6thode de diagnostic 6u cte-d6tectioh d'une situation 
-de stress neuronal et plus^articuli^remenya^situation d'excitotpxicite. : 

2. Utilisation selon la revendjcation 1, caracterisSe en ce que I'acide nuct6ique 
comprend tout ou partie'de la sequence codant le domaine auto-inhibiteur de la 

10 calcineurine, ou une sequence comp!6mentaire de celle-ci. 

3. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que I'acide nucleique 
est compl6mentaire d'une forme deleteade;FARNm de laxalcineurine. 

. ■ — ' r '**"^ 

15 —4. Utilisation selon I'une des revendications '^■■■ , S*3r"cafact6rls6e' en-'ce* que 
I'acide nucleique comprend au moins les residus 1 333 a 1 347 de SEQ ID n° 3 
oules residus 1341 a 1741 de SEQ ID nV1,- : - -%- : zz-/-^: - : ' --- --- 

5. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 4f pour le diagnostic ou la 
20 detection de la maladie d'Alzheimer, de la maladie de*Parkinson, de la sclerose 

en plaques, de la choree de Huntington ou de I'ischeroie cerebrate. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, pour la detection a un stade 
precoce de la sclerose en plaques. ^ 

25 « 

7. Utilisation d'un compose capable d'inhiber ou de reduire I'expression ou 
I'activite de la calcineurine, pour la preparation d'une composition destin6e au 
traitement des maladies neurodegeneratives. 

30 8. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que le compost est 
acide nucl6ique anti-sens, capable d'inhiber la transcription du gene de la 
calcineurine ou la traduction du messager correspondant. 
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9. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que le compose est 
un compose chimique, d'origine naturelle ou synth§tique. 

5 10. Utilisation selon la revendication 9r caracterisee €n ce que le compose est 
choisi parmi le_FK506 et la cyclosporine A. ~ -:>:-rr - — ~ 



1 1 . Utilisation selon Tune des revendications 7 a -10,- pour inhiber ou reduire 
Texcitotoxicite neuronale en phase pr6coce des"ma1adies 3 neurodeg&n§ratives. 

10 . - * 

12. Utilisation selon Tune des revendications 7 a 11, pour le traitement de la/ 
maladie d Alzheimer, de la maladie de Parkinson, de la sclerose en-plaques, de 
la choree de Huntington-ou de l-ischemie c6r6brale: , .-^ % 

15 13. Utilisatioh selon Tune des revendications 7 & 1 2r pour le traitement de IALS, 
notamment pour reduire Pexcitotoxicite neuronale en phase precoce de TALS. 

14. Utilisation de la cyclosporine A pour la preparation d'une composition 
destinee a inhiber I'activite de la calcineurine chez les patientsjatteints d ALS. 

20 ~=> 

1 5. Utilisation de FK506 pour la preparation d'une compositipnodestinee a Inhiber 
I'activite de la calcineurine chez les patients atteints dALS. 

^ • 

16. Polypeptide derive de la calcineurine, ledit polypeptide etant depourvu de 
25 domaine auto-inhibiteur fonctionnel. # 

17. Polypeptide selon la revendication 16, caracteris6 en ceitju'il comprend la 
sequence SEQ ID n° 4 ou un fragment de celle-ci comprenant au moins les 
residus 441 a 456. 



18. Polypeptide comprenant la sequence KLYFGEGGD. 
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19. Acide nucleique codant un polypeptide selon Tune des revendications 16 a 
18. 

- 20. Vecteur comprenant un acide nucteique selon la revendication 19. 

5 ~ "* ' " " , \ " -~ :v ~ 

21. Cellule comprenant- un acide nucteique^-selon la revendication 19- ou un.-- 
vecteur selon la revendication 20, de preference d'origine mammifere. — - 

22. Utilisation d'une cellule selon la revendication 21^rpourla production-d-un 
10 polypeptide ou pour le criblage de composes modulant Tactivit6 dudit 

polypeptide. 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> EXONHIT THERAPEUTICS 

<120> Compositions et methodes pour le traitement ou ia 
detection de pathologies neurodegeneratives 
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<141> - 

-<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 2119 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
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atgtccgagc ccaaggcgat tgatcccaag : 7 ttg,tcgacg.a r .cc:gacagggt ggtgaaagcc 60 
gttccatttc caccaagtca ccggctgaca gcaaaggaag tgtttgataa tgatgggaaa 120 
cctcgtgtgg atatcttaaa agcacatctc atgaaggagg ^ ^aggctgo^ -agaaagtjgtt 180 
gcattgagaa taafaacaga gggtgcttcg^attjDtccg^^ 

atcgacgcac cagtcacagt^ttgtggggac atccatggac aattctttga~cttgatgaag 300 
ctctttgaag tgggaggatc tcctgccaac actcgctacc tcttcttagg ggactatgtt 360 
gacagagggt acttcagtat cgaatgtgtg ctgtatttgt gggccttgaa aattctttac 420 
cccaaaacac tgtttttact tcgcggaaac catgaatgta ggcacctcac agagtatttc 480 
acgtttaaac aagaatgtaa aataaagtat tcagaacgcg tttatgacgc ctgtatggat 54 0 
gccttcgact gccttcccct ggctgcgcta atgaaccagc agttcctgtg tgtacacggt 600 
ggtttgtctc cagagattaa cactctagat gacatcagaa aattagaccg attcaaagaa 660 
ccacctgctt atgggcccat gtgtgacatc ctatggtcag accccctgga ggactttgga 720 
aatgagaaga ctcaggaaca tttcactcac aacacagtca gaggctgttc gtacttctac 780 
agttacccag ctgtgtgtga cttcctgcag cacaataatt tgttgtccat actccgcgcc 840 
cacgaagccc aggatgcagg gtaccgcatg tacaggaaaa gccaaacaac aggcttcccg 900 
tctctaatta caatcttctc ggcaccaaat tacttagatg tgtacaataa caaagctgca 960 
gtgttgaagt acgagaacaa tgtgatgaac atcaggcagt tcaactgctc cccgcatccg 1020 
tactggctcc caaatttcat ggatgttttc acctggtcgc tgccatttgt tggggagaaa 1080 
gtgactgaga tgctggtcaa tgttctcaac atctgctccg acgatgaact ggggtcagaa 114 0 
gaagatggat ttgacggagc cacggccgca gcccggaagg aagtcatcag aaacaagatc 1200 
cgagcaatag gcaaaatggc cagagtgttc tcagttctca gagaagagag tgagagtgtc 1260 
ctgacactga agggcctgac cccaactggc atgctcccca gcggagtgct ctctggcggg 1320 
aaacagactc tgcaaagcgc tactgttgag gctattgagg ctgatgaagc catcaaagga 1380 
ttttcaccac aacataagat cactagcttc gaggaggcca agggcttaga ccgaattaac 1440 
gagaggatgc cacctcgcag agacgccatg ccctctgacg ccaaccttaa ctccatcaac 1500 
aaggctctcg cctcagagac taacggcacg gacagcaatg gcagtaatag cagcaatatc 1560 
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cagtgaccac ttcctgttca cttttttttt tttttgagct gcagg'gcatg atgggattgc 1620 
tgcatctcag cagttggatg ttcttgcctc tgaaggtagc ttgtttgctc tgggggccag 1680 
gaattggatt cagtt'tacac tatcatgaaa aataaaaata aaaaaagagg gagagagata 1740 
ataaactata ttttggtgag ggtggtgatt aaacacctct tttgggtatg cctttaaaaa 1800 
atgcttctag ggcaaaaaag ttttaaaaag aaagctaatg ctagctatac tgcaatgtta 1860 
ggggaatgaa cgcgttttcc tactgcactg gggactttta gataggttaa tgaaaggcct 1920 
ttattctgtt actggacacg aaaactttgt ctaatttctt atactctatt gtacctttac 1980 
agtcgcagca ctaaaatgga agacatcaaa catttttaac agaaaaaaaa aaagatgtaa 2040 
aaactaacta aggactattt attaatgatg ttttgctact cctgtcagac aatggctata 2100 
aactgaatta ggcagtctt " 



<210> 2 

<211> 521 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 2 

Met Ser Glu Pro Lys Ala He Asp Pro Lys Leu Ser Thr Thr Asp Arg 
1 5 " 10 15 

"* ----- . 

Val Vaf Lys -Ala Val Pro Phe Pro Pro Ser- His.^g^.Leu.Th „ 

20. : ' 25 ..-,30. 

Glu Val Phe Asp^srr Asp Gly Lys Pro. Arg Val ■- »sp_ Ile_. Leu_ hys^la - 

His Leu Met Lys?Glu Gly~Arg Leu Glu Glu Ser Val Ala Leu Arg He 
50 - 55 60 

He Thr Glu Gly^Ala Ser He Leu Arg Gin Glu Lys Asn Leu Leu Asp 

65 ..f 70 75 80 

He Asp Ala Pro -Val Thr Val Cys Gly Asp He His Gly Gin Phe Phe 
^ 85 90 95 

Asp Leu Met Lys^Leu Phe Glu Val Gly Gly Ser Pro Ala Asn Thr Arg 
100- 105 HO 

Tyr Leu Phe Lea Gly Asp Tyr Val Asp Arg Gly Tyr Phe Ser He Glu 
115 120 125 

Cys Val Leu Tyr Leu Trp Ala Leu Lys He Leu Tyr Pro Lys Thr Leu 
130 135 140 



Phe Leu Leu Arg Gly Asn His Glu Cys Arg His Leu Thr Glu Tyr Phe 
145 150 155 160 
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Thr Phe Lys Gin Glu Cys Lys He Lys Tyr Ser Glu Arg Val Tyr Asp 
165 170 175 

Ala Cys Met Asp Ala Phe Asp Cys Leu Pro Leu Ala Ala Leu Met Asn 
180 185 190 

Gin Gin Phe Leu Cys Val His Gly_Gly-Leu Ser Pro Glu lie Asn Thr 

195 200 ^ - 205 

Leu Asp Asp lie Arg Lys Leu Asp Arg Phe Lys Glu Pro Pro Ala Tyr 

210 . 215 220 : 

Gly Pro Met Cys Asp He Leu Trp Ser Asp Pro Leu Glu Asp Phe Gly 

'225" " " * • 230 7 "235 ' — ' " - " ' 

Asn Glu Lys Thr Gin Glu His Phe Thr His Asn Thr Val Arg Gly Cys 
245 250 - 255 

Ser Tyr Phe Tyr Ser Tyr Pro Ala Val Cys Asp Phe Leu Gin His Asn 
260 265 270 

. Asn Leu Leu Ser He.. Leu. Arg., Ala His Glu Alar Gin. ^pr^a^^y „^yr. _ ^ , _ 
275 A 280 " 2.8.5- r n 

Arg Met Tyr Arg Lys ;Se£ Gin Thr Thr Gly Phe Pro Ser~Leu lie Thr. - 
-290 - z+29$ ^-=%r- ; - - -300- -'X^^r^ZZ^ ~ ^ -4--— - 

He Phe Ser Ala Pro Asn- Tyr Leu Asp Val Tyr Asn Asn Lys Ala Ala 
305 310 315 320 

Val Leu Lys Tyr Glu Asn : Asn Val Met Asn He Arg^ Gin Phe Asn Cys 
325 - 330 335 

Ser Pro His Pro Tyr Trpl^Leu Pro Asn Phe Met Asp Val Phe Thr Trp 
34 0 345 350 

Ser Leu Pro Phe Val Gly Glu Lys Val Thr Glu Met Leu Val Asn Val 
355 s~ 360 365 

Leu Asn He Cys Ser Asp Asp Glu Leu Gly Ser Glu Glu Asp Gly Phe 
370 375 380 

Asp Gly Ala Thr Ala Ala Ala Arg Lys Glu Val He Arg Asn Lys He 
385 390 395 400 
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Arg Ala He Gly Lys Met Ala Arg Val Phe Ser Val Leu Arg Glu Glu 
405 410 415 
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Ser Glu Ser Val Leu Thr Leu Lys Gly Leu Thr Pro Thr Gly Met Leu 
420 425 430 



Pro Ser Gly Val Leu Ser Gly Gly Xys Gin Thr Leu Gin Ser Ala Thr 
435 440 445 

Val Glu Ala lie Glu Ala Asp Glu Ala. lie Lys Gly Phe Ser Pro Gin 
4 50 455-- — 460 

His Lys lie Thr Ser Phe Glu Glu Ala-Lys Gly Leu Asp Arg Ile.Asn~ 
465 470 - .475 480 

Glu Arg Met Pro Pro Arg Arg Asp Ala Met Pro Ser Asp Ala Asn Leu 

: "" ' ' ; 485 ' " " ' 4*90 495 

Asn Ser lie Asn Lys Ala Leu Ala Ser Glu Thr Asn Gfy Thr Asp Ser 
500 505 ' 510 

Asn Gly Ser Asn Ser Ser Asn lie Gin 
515 520 



<210> 3 
<211> 1718 

<212> ADN „ .7 v 7 "*~T' 

<213> Homo sapiens - 

<220> r 

<221> CDS 

<222> (1) . - (1371) 

<223> calcineurin variant m> 



<400> 3 

atg tec gag ccc aag gcg att gat ccc aag ttg teg acg ace gac agg 48 
Met Ser Glu Pro Lys Ala lie Asp /Pro Lys Leu Ser Thr Thr Asp Arg 
1 5 10 15 

gtg gtg aaa gec gtt cca ttt cca^cca agt cac egg ctg aca gca aag 96 
Val Val Lys Ala Val Pro Phe Pro; Pro Ser His Arg Leu Thr Ala Lys 
20 55 25 30 

gaa gtg ttt gat aat gat ggg aaa cct cgt gtg gat ate tta aaa gca 14 4 
Glu Val Phe Asp Asn Asp Gly Lys Pro Arg Val Asp lie Leu Lys Ala 
35 40 45 

cat etc atg aag gag ggc agg ctg gaa gaa agt gtt gca ttg aga ata 192 
His Leu Met Lys Glu Gly Arg Leu Glu Glu Ser Val Ala Leu Arg lie 
50 55 60 
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ata aca gag ggt get teg att etc cga cag gaa aaa aac ttg ctg gat 24 0 
He Thr Glu Gly Ala Ser He Leu Arg Gin Glu Lys Asn Leu Leu Asp 
65 70 25 80 

ate gac gca cca gtc aca gtt tgt ggg gac ate cat gga caa ttc ttt 288 
He Asp Ala Pro Val Thr Val Cys Gly Asp. lie ,His Gly^Gln Phe Phe . 

85 9.0 . 95 . 

gac ttg atg aag etc "ttt gaa gtg gga gga^tct.cct gee -aac. act cgc : . 336_ ~ 
Asp Leu Met Lys Leu Phe Glu Val Gly Gly Ser Pro Ala Asn Thr Arg 
100 105 HO 

tac etc ttc tta~ggg gac tat -gtt gac aga ggg tac ttc agt ate gaa 384 
Tyr Leu Phe Leu Gly Asp Tyr Val Asp Arg Gly Tyr Phe Ser He Glu 

115 120 125 4" 

tgt gtg ctg tat ttg tgg gee ttg aaa att ctt tac ccc aaa aca ctg 432 
Cys Val Leu Tyr Leu Trp Ala Leu Lys He Leu Tyr Pro Lys Thr Leu 
130* 135 „ 140 

ttt: tta- ctt cgc ggaj aac _cat_gaa tgt agg . cac ctc-aca gag tat ttc- 480^-s-- 
Phe Leu Leu Arg Gly Asn His Glu Cys Arg His Leu Thr Glu Tyr Phe ....... \ j;- 

145 150 155 160 

acg ttt aaa caa gaa tgt aaa ata aag tat tea- gaa cgc gtt. tat gac 528 - 
Thr Phe Lys Gin Glu Cys Lys He Lys Tyr Ser Glu Arg- Val Tyr Asp 
165 170 175 

gee tgt atg gat gec ttc gac tgc ctt ccc ctg get gcg eta atg aac 576 
Ala Cys Met Asp Ala Phe Asp Cys Leu Pro Leu Ala Ala Leu Met Asn 
180 185 190 

cag cag ttc ctg tgt gta cac ggt ggt ttg tct cca gag att aac act 624 
Gin Gin Phe Leu Cys Val His Gly Gly Leu Ser Pro Glu He Asn Thr 
195 200 205 

c - 

eta gat gac ate aga aaa tta gac cga ttc aaa gaa cca cct get tat 672 
Leu Asp Asp He Arg Lys Leu Asp Arg Phe Lys Glu Pro Pro Ala Tyr 
210 215 ~r 220 

ggg ccc atg tgt gac ate eta tgg tea gac ccc ctg gag gac ttt gga 720 
Gly Pro Met Cys Asp He Leu Trp Ser Asp Pro Leu Glu Asp Phe Gly 
225 230 235 240 

aat gag aag act cag gaa cat ttc act cac aac aca gtc aga ggc tgt 768 
Asn Glu Lys Thr Gin Glu His Phe Thr His Asn Thr Val Arg Gly Cys 
245 250 255 
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teg tac ttc tac agt tac cca get gtg tgt gac ttc ctg cag cac aat 816 
Ser Tyr Phe Tyr Ser Tyr Pro Ala Val Cys Asp Phe Leu Gin His Asn 
260 265 270 

aat ttg ttg tec ata etc cgc gee cac gaa gec cag gat gca ggg tac 864 
Asn Leu Leu Ser He Leu Arg Ala His -Glu- Ala Gin Asp. Ala Gly Tyr 

275 280 * ,285 . ■ . - 

cgc atg tac agg aaa age «eaa aca aca ggc-ttc- ccg - tct^cta att. aca . , 912. . 
Arg Met Tyr Arg Lys Ser Gin Thr Thr Gly" Phe -Pro' Ser .-Leu lie -Thr 
290 295 300 

ate" ttc teg gca cca aat tab tta gat" gtg tac aat aac aaa get gca -960 
lie Phe Ser Ala Pro Asn Tyr Leu Asp Val Tyr Asn Asn Lys Ala Ala 
305 310 315 320 

gtg ttg aag tac gag aac aat gtg atg aac ate agg cag ttc aac tgc 1008 
Val Leu Lys Tyr Glu Asn Asn Val Met Asn He Arg Gin Phe Asn Cys 
325 330 335 

"...tec ccg cat ceg"tac"tgg. etc' cca aat: ttc~atg\gat. gt.tv ttc_acc tgg 
' Ser Pro His Pro Tyr Trp Leu Pro Asn Phe Met Asp Val Phe Thr Trp 
340 345 350 

teg ctgT cca Ytt^gtt 'ggg gag aaa gtg- act ^gag-atg ctg- gtc-^fat- gtt - -1104 
Ser Leu Pro Phe Val Gly Glu Lys Val Thr Glu Met Leu^Val Asn Val" 
355 360 365 " 

etc aac ate tgc tec gac gat gaa ctg ggg tea gaa -.gaa gat gga ttt 1152 
Leu Asn He Cys Ser Asp Asp Glu Leu Gly Ser Glu Glu Asp Gly Phe 
370 375 380 



1056 



gac gga gee acg gee gca gee egg aag gaa gtc ate aga aac aag ate 
Asp Gly Ala Thr Ala Ala Ala Arg Lys Glu Val IlefArg Asn Lys He 
385 390 395 400 



1200 



cga gca ata ggc aaa atg gee aga gtg ttc tea gtt^ctc aga gaa gag 1248 
Arg Ala He Gly Lys Met Ala Arg Val Phe Ser Val^Leu Arg Glu Glu 
405 410 ~ 415 

agt gag agt gtc ctg aca ctg aag ggc ctg ace cca act ggc atg etc 1296 
Ser Glu Ser Val Leu Thr Leu Lys Gly Leu Thr Pro Thr Gly Met Leu 
420 425 430 



ccc age gga gtg etc tct ggc ggg aaa cag act ctg caa age get aaa 
Pro Ser Gly Val Leu Ser Gly Gly Lys Gin Thr Leu Gin Ser Ala Lys 
435 440 445 



1344 
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eta tat ttt ggt gag ggt ggt gat taa acacctcttt tgggtatgee 1391 
Leu Tyr Phe Gly Glu Gly Gly Asp 
450 455 

tttaaaaaat gcttctaggg caaaaaagtt ttaaaaagaa agetaatget agctatactg 14 51 

caatgttagg ggaatgaacg cgttttccta ctgcactggg gacttttaga taggttaatg 1511. 

aaaggccttt attctgttac tggacacgaa aac^ttgtct .aatttcttat^ artctattgt 

acctttacag tcgcagcact aaaatggaag acatcaaaca tttttaacag aaaaaaaaaa 1631 

agatgtaaaa actaactaag gactatttat taatgatgtt ttgctactcc tgtcagacaa 1691 

tggctataaa ctgaattagg cagtctt 1718 



<210> 4 
<211> 456 

<212> PRT - . - . 

<213> Homo^sapiens - ^ -. - -. ^ ^ — / - r 

<400> 4 

Met Ser Glu Pro Lys Ala lie Asp Pro Lys Leu Ser Thr Thr Asp Arg 

1 .. /5_ . 10 ^ ;._.15.-X^ 

Val Val' Lys Ala Val Pro Phe Pro Pro Ser His Arg Leu Thr Ala Lys 

20 25 30 ^ 

Glu Val Phe Asp Asn Asp Gly Lys Pro Arg Val Asp lie Leu Lys Ala 

35 40 45 

His Leu Met Lys Glu Gly Arg Leu Glu Glu Ser Val Ala Leu Arg He 

50 55 60 

He Thr Glu Gly Ala Ser He Leu Arg Gin Glu Lys Asn Leu Leu Asp 

65 70 75 .80 

He Asp Ala Pro Val Thr Val Cys Gly Asp He His Gly Gin Phe Phe 

85 90 95 _ 

Asp Leu Met Lys Leu Phe Glu Val Gly Gly Ser Pro Ala Asn Thr Arg 

100 105 110 ^ 

Tyr Leu Phe Leu Gly Asp Tyr Val Asp Arg Gly Tyr Phe Ser He Glu 

115 120 125 

■s - 

Cys Val Leu Tyr Leu Trp Ala Leu Lys He Leu Tyr Pro Lys Thr Leu 

130 135 140 

Phe Leu Leu Arg Gly Asn His Glu Cys Arg His Leu Thr Glu Tyr Phe 

145 150 155 160 

Thr Phe Lys Gin Glu Cys Lys He Lys Tyr Ser Glu Arg Val Tyr Asp 

165 170 175 

Ala Cys Met Asp Ala Phe Asp Cys Leu Pro Leu Ala Ala Leu Met Asn 

180 185 190 
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Gin Gin Phe Leu Cys Val His Gly Gly Leu Ser Pro Glu lie Asn Thr 

195 200 205 

Leu Asp Asp lie Arg Lys Leu Asp Arg Phe Lys Glu Pro Pro Ala Tyr 

210 215 220 

Gly Pro Met Cys Asp lie Leu Trp Ser Asp Pro Leu Glu Asp Phe Gly 

225 230 235 240 

Asn Glu Lys Thr Gin Glu His Phe Thr His Asn Thr Val Arg Gly Cys 

245 . _ 250 255 

Ser Tyr Phe Tyr Ser Tyr Pro Ala Val Cys Asp Phe Leu Gin His Asn 

. :- 260. . _ 265 ... -■ 270 . ■_. 

,^ _ . • - . 

-Asn Leu Leu Ser lie Leu Arg Ala His Glu Ala Gin Asp Ala Gly Tyr 

275 280 285 

Arg Met Tyr Arg Lys Ser Gin Thr Thr Gly Phe Pro Ser Leu lie Thr 

290 . ... 295 300 ^ - , _ 

lie Phe Ser Ala Pro Asn Tyr Leu Asp Val Tyr Asn Asn Lys Ala Ala 
305 ~ 310 315 *320 

Val Leu Lys Tyr Glu Asn Asn Val Met Asn lie Arg Gin Phe Asn Cys 

325 330 335 

Ser Pro His Pro Tyr Trp Leu Pro Asn Phe Met Asp Val Phe Thr Trp 

340 345 350 

Ser Leu Pro Phe Val Gly Gluu Lys Val Thr Glu Met Leu Val Asn Val . . 

355 . - J36_0 - .. 365 

Leu Asn lie Cys Ser Asp Asp Giu~Leu Gly Ser Glu Glu Asp Gly Phe 

370 375 " 380 

Asp Gly Ala Thr Ala Ala Ala Arg Lys Glu. Val lie Arg Asn Lys lie 
385 . ^ . 390 395, .400. 

Arg Ala lie Gly Lys Met Ala Arg Val Phe Ser Val Leu Arg Glu Glu 

405 410 415 

Ser Glu Ser Val Leu Thr Leu Lys Gly Leu Thr Pro Thr Gly Met Leu 

420 425 430 

£ro Ser Gly Val Leu Ser Gly Gly Lys Gin Thr Leu Gin Ser Ala Lys 

435 " 440 445 

-Leu Tyr Phe Gly Glu Gly Gly Asp 
450 455 
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